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Prufungsantrag gem. $ 44 PatG ist gestellt 

(§) Verfahren zur Aktiviiaisbestimmung von Transglutaminasen 

Zur Besttmmung der Aktivitat von Transglutaminasen in- 
kubiert man eine tosung eines physiologischen Substrates 
der zu bestimmenden Transgluiaminase, welches eine Mar^ 
kierung tragt, mit einenn in fesier Phase vorliegenden Sub> 
strat des Enzyms in Gegenwan der zu untersuchenden Pro- 
be, trennt die Phasen und bestimmt die in der f esten oder in 
der flussigen Phase vorliegende Markierung als Mal^ der 
Transglutaminase- Aktivitat. 
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Beschreibung 

Die Erfindung beiriffi ein Verfahren zur Bestimmung 
der enzymatischen Akiivitat von Transglutaminasen in 
Plasma, ZelJen und Geweben durch Quervernetzung 
spezifischer markierter Proieinsubstrate und Verfahren 
zur Herstellung der markierien Substrate. Das erfin- 
dungsgemaQe Bestinnmungsverfahren kann angewendet 
werden. um bestimmie Erkrankungen zu erkennen, ei- 
nen Krankheitsvcrlauf zu uberwachen oder einc Thera- 
pie zu kontrollieren. 

Als Transglutaminasen werden die Mitglieder einer 
Familie von Enzymen bezeichnet, von welchen bekanni 
ist, daB sie extrazellular und inirazellular Molekule von 
verschiedenen Strukturproteinen durch enzymatische 
Kniipfung einer £-(x-Gluiamyl)Lysyl-Bindung kovalent 
vernetzen (Obersichien: a. Lorand L. und Conrad, S. M-» 
Transglutaminases, Molecular and Cellular Biochemi- 
stry 58: 9-35 (1984); b. Folk, J. E und Finlayson, J.S, 
The £:-(r-giuianriyi)lysine crosslink and the catalytic role 
of transglutaminases. Advances in Protein Chemistry 31 : 
1 -33(1977). 

Das wichtigste Enzynr) der Transaminasenfamilie ist 
der Blutgerinnungsfakior XIII. Als Substrate sind be- 
kanni: Fibrin, Fibronectin, alpha2Plasmininhibitor, 
Thrombospondin. Collagen, alpha^-Makroglobulin, von 
Willebrand-Fakior. Faktor V, Akiin und Myosin. 

Transglutaminasen sind beieiligt bei Blutgerinnung, 
Thrombosen. Regulation der Fibrinolyse, Verbrauchs- 
koaguiopaihie. Wundheilung, Tumormetastasierung. 
Arteriosklerose. kongenitaler Fakior XIH-Mangel, 
Spontanabonen, Rheuma, cntzundlichen und immune- 
logischen Erkrankungen. Daher besteht ein Bedarf an 
einer schnellen und genauen Bestimmung dieser Enzy- 
me. 

Mehrere Verfahren zur Bestimmung von Faktor XIII 
sindbekannt: 

a) Bestimmung der Loslichkeit von Fibrin-Testge- 
rinnscln durch verdiinnte Sauren oder Harnstoff 
(Obersicht: Rasche. Blutgerinnungsfaktor XIII 
und Fibrinsiabilisierung. Klinische Wochenschrift 
53: 1137-1 145 (1975)> Diese Meihoden jedoch 
messen nur semiquantitativ und sind daher nur zur 
Diagnose bei ausgepragiem Faktor XIII-Mangel 
anwendbar. 

b) Inkorporation von radioaktiven oder fiuoreszie- 
renden Aminen in Casein. Faktor XIII activity using 
dansylcadavenin incorporation and gel filtration. 
Thrombosis Research 36: 123-131 (1984); b) 
Muscbeck, U Polgar, Fusus, U Kinetic determi- 
nation of blood-coagulaiion Faktor XIII in plasma. 
Clinical Che mis try 3 1 : 35 - 40 ( 1 985)). 

Diese Methoden messen prazise, sind aber sehr auf- 
wendig, langwierig und nur fiir kleine Probenzahlen an- 
wendbar. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde. ein 
Reagenz bzw. Verfahren zu entwickeln. um die enzyma- 
tische Aktivitai von Transglutaminasen und insbesonde- 
re Fakior XIII spezifisch und quaniitaliv zu bestimmen, 
Der Test sollie einfach und schnell durchfuhrbar sein 
und eine groBe Anzahl von Proben mit grofler Genauig- 
keii parallel erfassen konnen. 

Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgemaB durch 
ein Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat von Trans- 
glutaminasen, welches dadurch gekennzeichnet ist, daO 
man eine Ldsung eines physiologischen Substrates der 
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zu bestimmenden Transglutaminase, welches eine Mar- 
kierung tragi, mit einem in fester Phase vorliegenden 
Substrai des Enzyms in Gegenwart der zu untersuchen- 
den Probe inkubiert, die Phasen trennt und die in der 
5 fesien oder in der flussigen Phase vorliegende Markie- 
rung als Mafi derTransglutaminase-Aktivitai bestimmt. 

Als Transglutaminasesubstrat kann im Rahmen der 
Erfindung jedes physiologische Substrat der jeweils in- 
teressierenden Transglutaminase verwendei werden. 
10 Fur die Bestimmung der physiologisch besondcrs wich- 
tigen Transaminase Blutgerinnungsfaktor XIII eignen 
sich die oben erwahnten Substrate Fibrin, Fibronectin. 
alpha2Plasmininhibitor, Thrombospondin. Collagen, al- 
pha2-Makrog]obulin. von Willebrand-Fakior, Faktor V, 
j5 Aktin und Myosin. Besonders bevorzugi wird Fibrin als 
in situ-Subsirat in Form von Fibrinogen, aus dem wah- 
rend der Bestimmung durch Thrombincinwirkung Fi- 
brin entstehi.verwendet 

In der flussigen wie in der festen Phase wird vorzugs- 
20 weise das gleiche Enzymsubstrat verwendet, obwohl 
dies nicht erfindungswesentlich ist und es allein darauf 
ankommt, daB das Substrat von dem jeweils zu bestim- 
menden Enzym uberhaupt als Substrat verwendet wird. 
Im Rahmen des erfindungsgemaQen Verfahreris ver- 
25 knupft das Enzym in einer Art Vemetzungsreaktion die 
beiden Substrate, das in der flussigen Phase vorliegende 
markierte Substrat und das an der festen Phase gebun- 
dene Substrat, miteinander. Nach Trennung der Phasen 
kann das durch die Vemetzungsreaktion an die feste 
30 Phase gebundene markierte Substrat anhand seiner 
Markierung bestimmt werden. Die Menge an vernetz- 
lem markicrtem Substrat korreliert dabei der gesuchien 
Enzymakiivitat. Seizt man dabei eine bekannte Menge 
an markiertem gelostem Substrat ein, so kann auch die 
35 in Losung verbliebene Substratmenge als Mafl fur die 
Bestimmung der Enzymaktiviiat herangezogen werden. 
Zur Markierung geeignet sind beispielsweise radioakti- 
ve Isotope wie Z-B. Jodisotope, Farbstoffe. Fluoreszenz- 
farbstoffe, Enzyme, sowie die Partner von physiologi- 
40 schen Bindungspaaren wie Z.B. Biotin/Streptavidin oder 
Antigen/Antikorper. Bevorzugt wird im Rahmen der 
Erfindung als Markierung einer der Partner des Binde- 
paares Biotin/Streptavidin. Der Nachweis kann dann in 
an sich bekannter Weise mit dem anderen Bindepartner. 
45 der in eine bestimmbare Form gebracht wird, erfolgen, 
beispielsweise durch Kupplung an cin bcstimmbares 
Enzym wie Peroxidase. Daher wird bevorzugt im Rah- 
men der Faktor XII-Bestimmung als markiertes losli- 
ches Substrat Biotin/Fibrinogen verwendet und mil ei- 
50 nem Peroxidase-Streptavidin-Konjugat unter Anwen- 
dung der ublichen Peroxidase-Bestimmungsmeihode 
nachgewiesen. Die Bestimmung von Peroxidase iiber 
Farbreakiionen ist dem Fachmann gelaufig und bedarf 
hier keiner naheren Beschreibung. 
55 Zur Markierung der gelosten Substrate miltels Biotin 
hat sich besonders Bioiin-r-Aminocapronsaure-N-hy- 
droxysuccinimid-Ester(B-X-NHS) als vorteilhaft erwie- 
sen, da es die biologische Aktivitat der empfindlichen 
Substrate wie z-B. Fibrinogen aufrecht erhalu Fur die 
60 Verwendung als Substrat wird Fibrinogen zweckmaBig 
in gereinigter Form verwendet. Zur Reinigung eignet 
sich insbesondere das Verfahren gemaQ Mahn, I. und 
Muller-Berghaus, C Studies on catabolism of 125-1-la- 
belled fibrinogen in normal rabbits and in rabbits with 
65 indwelling intravenous catheters: Meihodologic 
aspects. Haemostasis 4: 40 - 50 (1 975)). 

Wird beim Verfahren der Erfindung die an die feste 
Phase durch die Vemetzungsreaktion gebundene Mar- 
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kierung bestimmt. so hat es sich als vorleilhafl erwiesen. 
die fesie Phase mil einer gepufferten Losung emer 
chaoiropen Substanz. insbesondere mit einer Harnsloff- 
losung Oder mit vcrdunnier Saure von nichi gebunde- 
nem loslichem Substrat zu reinigen. 5 

Als fcste Phase und Trager des in fester Phase vorlie- 
genden Substrates eignen sich die iiblicherweise fur En- 
zymreaktionen geeigneten Substrate wie 2.B. Trager- 
nnaierial auf Basis von Kohlenhydraien wie Agarose. 
Cellulose Starke oder dgl. oder auf Basis von Kunststof- lo 
fen wie sie insbesondere fur Mikrotiterplatien verwen- 
det werden. Die Bindung des Substrates an den festen 
Trager kann adsorptiv, durch Ausbildung einer kovalen- 
len Bindung mil dem Subslrat oder durch Vernetzung 
des Subslrats auf der Trageroberflache erfolgen. Auf- i5 
grund der Einfachheit der Herstellung und der unmiliel- 
baren Anwendbarkeit fur das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren eignet sich besonders die adsorptive Bmdung an 
Mikrotiterplatien. c u 

Urn unspezifische Bindungen von loslichem Substrat 20 
2u unterdrOcken. wird die Trageroberflache vorteilhafl 
mil einem nichtquervernetzbaren unspezifischen Prote- 
in wie Rinderserumalbumin oder Milchproiein behan- 
deli bzw. beschichtei. - • « 

Ein weiierer Gegensiand der Erfmdung ist em Rea- 25 
senz zur Besiimmung der Aktiviiai von Transgluiami- 
nasen, welches dadurch gekennzcichnet ist. daO es ein 
festphasengebundenes physiologisches Transglutami- 
nasesubstrat und ein wasserlosliches markieries physio- 
logisches Transglulaminasesubsirat enlhali. 30 

Das festphasengebundene Substrat wird zweckmalii- 
gerweise hergestellt unier Verwendung einer Losung, 
die etwa 0.1 bis 10 mg/1 Substrat enthalt und mil dem 
festen Trager kontaktierl wird unter Bmdung des Sub- 
slrats. Bei adsorptiver Bindung am Trager fuhn dies zu 35 
einer ausreichenden Beladung desselben. Bei Mikroti- 
terplaiten als Trager und adsorptiver Bindung ergaben 
0 5 bis 5 g Substrat/ Napf (well) gute Ergebnisse Das 
Idsliche markierie Substrat wird allgemem m emer Kon- 
zentration von 0.05 bis 10 mg/ml. vorzugsweise 0.5 bis 2 40 

mg/ml eingesetzl. 

Ein bevorzugtes Reagenz. welches fur die Aktivilais- 
besiimmung von Faktor Xlll geeignel ist emhall an 
eine feste Phase gebundenes Fibrinogen, markiertes los- 
liches Fibrinogen und Thrombin. 45 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
enthalt dieses Reagenz als losiiches Substrat Biotin-Fi- 
brinogen. sowie. vor Gebrauch davon getrennuStrepta- 
vidin- Peroxidase- Konjugai und ein Nachweissysiem fur 

Peroxidase. - , ^ w a r.u ^ 

Durch die Erfindung wird eine emfache. rasch durch- 
fuhrbare Besiimmung der Transglutammasen-Akiiviial 
ermoglicht, die fur die Diagnose und die Therapie emer 
mil den Transglutaminasen verbundenen Erkrankungen 
vorteilhafl angewendet werden kann. 55 

Die folgendcn Bcispielc erlautern die Erfindung m 
Verbindung mil der beigefuglen Zeichnung weiter. In 

dieserstellendar: . . „ ^ 

Fig. 1 eine graphische Darstellung der im Peroxidase- 
substrat gemessenen Adsorption gegen die Zeit bei der eo 
in Beispiel 1 beschriebenen Besiimmung der Faktor 

xin-Akiivitat. ^ ^ , 

Fig. 2 eine Eichkurve zur Besiimmung der Faktor 
XIII-Aktivitat in Plasmaproben gemaQ Beispiel 2, bei 
der die Faklor XIU-Aktivitat als Prozent bezogen auf €5 
100% Poolplasma angegeben ist. 



Beispiel 1 

Besiimmung der Fakior XIII-Aktiviiat 

A) Herstellung eines Biolin-Fibrinogen-Konjuga- 
les als losiiches Substrat 

B-X-NHS wird in 30% Dimethylformamid gelost. 
Die Fibrinogeniosung hat eine Konzenlraiion von 
2mg/mL 

Gleiche Volumenieile der beiden Losungen werden 
zusammengegeben und reagieren 4 Siunden bei 
21'*C. In dieser Zeit erfolgl die Verkniipfung von 
Biotin-X-Molekiilen mit den Aminogruppen des Fi- 
brinogens. Die Losung biotinilierten Fibrinogens 
wird anschlieSend bei 4**C uber Nacht gegen einen 
phosphathaltigen Puffer dialysiert. Nichl konju- 
giertes B-X-NHS wird durch Geinitration auf Se- 
phadexG25entfernt. 

Das eingeseizte molare Verhaltnis Biotin : Fibrino- 
gen betragt 5 : 1 wahrend der Konjugation. Nach 4 
Stunden Reaktionszeit sind 60% des B-X-NHS ge- 
koppelt. dh. ein Fibrinmolekii! tragi 2 bis 3 Bio tin - 
molekiile. 

Niedere oder hohere Konjugationszeiten sowie 
Veranderungen des molaren Verhaltnisses Bio- 
iin:Fibrinogen haben sich als weniger gunstig er- 
wicsen. 

B) Herstellung des in fester Phase vorliegenden 
Substrats 

Pro Testansatz werden 20:V einer Fibrinogenio- 
sung mit 1 mg/ml fur 2 Sid. auf Mikrotiterplatien 
adsorbiert Nach einem Waschschritt mit Kalzium- 
haliigem Puffer werden freie Bindungssiellen mil 
5% Rinder-Sertim-Albumin fur 2 Siunden abgesai- 
tigt und dann nochmals gewaschen, 

C) Durchfuhrung der Aktivitatsbestimmung 

100 ^il Probelosung (Plasma. Zellysate. Gewebeex- 
trakte) werden in jede Vertiefung der nach B her- 
gestellten Mikrotiterplatte vorgelegt. 100 ^il Biolin- 
Fibrinogen zugegeben. gemischt und die Transami- 
dierung durch Zugabe von 50 p.1 Rinderlhrombin (5 
NIHU ml in 20 mM CaCb) gestartet Nach Sminuti- 
ger Inkubationszeit werden alle nicht kovalent ge- 
bundenen Biotin- Fibrin-Molekuie durch einen 4 M 
Harnstoffpuffer ausgewaschen. Zu Detektierung 
der verbliebenen Biotin-Fibrin-Molekule wird eine 
Strepiavidin-konjugierte Peroxidase in bekannter 
Weise am Biotin-Fibrin gebunden und die Ande- 
rung der optischen Dichie einer Losung von Per- 
oxidasesubsirat gemessen. 

Beispiel 2 

Faklor Xlll-Bestimmung in humanen Plasmaproben 

Auf der glcichcn Mikrotiterplatte. auf der auch die zu 
untersuchenden Plasmaproben gemessen werden. er- 
folgl zunachst die Besiimmung der Faktor XIII-Aktivi- 
tat von Poolplasmaproben in unterschiedlichen Verdun- 
nungsstufen (molares Verhaltnis Poolplasma : Verdun- 
nungspuffer 1 : 10. 1 : 15. 1 : 20 und 1 : 30). Tragi man die 
Extinktionswerie der Prolsen gegen die MeBzeit m ei- 
nem Diagramm auf, crgcben sich Kurvcnvcrlaufe.deren 
Absolutwert umso hoher ist. je konzentrierter das je- 
weils verwendete Poolplasma war (Fig. 1). Zur Gewin- 
nung einer Eichkurve werden in einem weileren Dia- 
gramm die Extinktionswerie zum Zeitpunki 120 Minu- 
len gegen das Verdiinnungsverhaltnis der Proben auf- 
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gelragen (Fig. 2). Durch Ablesen der 120 Minuien-Wer- 
le der im moiaren VerhaJmis Plasmaprobe :Verdun- 
nungspuffer 1 : 10 verdiinnten Plasmaproben erhalt 
man Prozentwerte der in der jeweiligen Probe enthalte- 
nen Thrombin-induzierbaren Fakior XIII-Aktivitat be- 
zogen auf das verwendeie Poolplasma. 

Paten tanspruche 



1. Vcrfahrcn zur Bestimmung der Akiivitat von lo 
Transglutan^inasen, dadurch gekennzeichnet, daO 
man eine Losung eines physiologischen Substrates 
der zu besiimmenden Transglutaminase, welches 
eine Markierung iragt, mil einem in fester Phase 
vorliegenden Substrat des Enzyms in Gegenwari 15 
derzu uniersuchenden Probe inkubiert, die Phasen 
trennt und dtc in der festen oder in der flussigen 
Phase vorliegende Markierung a!s Ma6 der Trans- 
glutaminase-Akiiviiaibestimmt. . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 20 
zeichnei, daO man in fliissiger und in fester Phase 
das gleichc Enzymsubstrat vervvendeL 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichncu daD man als Substrat fur die Trans- 
glutaminase Faktor XIII Fibrinogen verwendet 25 
und in Gcgcnwari von Thrombin inkubiert. 

4. Verfahren nach cincm der vorhergehenden An- 
spriiche. dadurch gckcnnzeichnet, daQ man als 
Markierung einen Parmer dcs Bindepaares Biolin/ 
Streptavidm vcrwcndci und die Markierung mit ei- 30 
nem Konjugat aus dem anderen Bindungspartner 
und einem nachwcisbarcn Cnzym bestimmt 

5- Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichneu daO man als Markierungsenzym Peroxi- 
dase verwendet.-. , : , 35 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB man die an 
die fesie Phase gebundene Markierung bestimmt 
und nicht kovalcnt gebundenes markiertes Substrat 
durch eine gcpufferie Losung chaotroper Substan- 40 
zen, insbesondere eine Hamstofflosung oder ver- 
dunnte Saure von der fcstcn Phase emfernt. 

7. Reagenz zur Bestimmung der Aktivitat von 
Transglutaminasen, dadurch gekennzeichnei, daB 

es ein festphascngcbundenes physiologisches 45 
Transglutaminasesubsirat und ein wasserlosliches 
markiertes physiologisches Transglutaminascsub- 
strat enthalt. 

8. Reagenz nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daO es zum Nachwcis von Fakior XIII an eine 50 
fesie Phase gebundenes Fibrinogen, markiertes i<3s- 
iiches Fibrinogen und Thrombin enthalt. 

9. Reagenz nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net. daB das losliche markierte Fibrinogen ein Fi- 
brinogen- Bioiin-K.onjugat isi und getrenni davon 55 
Slreptavidin-konjugierte Peroxidase und Peroxida- 
sesubstral enthalt 
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